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安定性変化を利用したタンパク質機能の集積化 
 
 分子スイッチは，各種化学分子に対するセンサや人工的な制御回路の部品と
して有用である。その開発方法はさまざま報告されているが，歩留まりの良い
手法は未だ確立されておらず，特に標的分子を任意に設定可能な分子スイッチ
作りでは多くの試行錯誤が続いている。 
 本研究は，Vibrio fischeri 由来のホモセリンラクトン応答型転写因子 LuxR
にランダム変異を導入して得られたライブラリの10%以上もがスイッチ性能を
向上させていたという発見をもとに，適度な不安定化によって，タンパク質の
フォールディングにリガンド結合への依存性を与えることができること，これ
を分子スイッチの動作原理とした様々なバイオセンサの迅速な開発が可能であ
ることを示したものである。 
 さらにこの「安定化」を読み取る形式で動作する 2 つ以上のバイオセンサの
融合によって，全く異なる任意の化学信号を入力とした多入力論理演算機能を
1タンパク質の中に実現することが可能となった。従来は何ダースもの遺伝子・
タンパク質素子の組み合わせでしか実現しなかった複雑な転写制御機構を，単
層化できることを明らかにした。 
 最後に，本形式は，酵素を検出素子とした代謝物センサの開発にも有効であ
ることを見出した。さまざまな生合成酵素を LuxR と融合したところ，それら
の基質に対して明快なセンサ応答が観察された。こうして，検出困難な代謝中
間体を可視化する普遍的な技術を完成することができた。 
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第二章 緊縮性回復を指向した亢進型転写因子 LuxRN86K-C245Wの進化工学 
 緊縮性は，遺伝子スイッチに求められる重要なパラメータのひとつである。遺伝子スイッ
チの最大出力を保持したまま緊縮性を高めることは難しく，その理由のひとつは，緊縮性に
対して選択圧を与える調節可能な手法（OFF セレクション）がないことである。第二章で
は，以前獲得された緊縮性の低い LuxR 変異体（LuxRN86K-C245W）の緊縮性向上を目的にラン
ダム変異を導入したところ，最大出力を保持したまま緊縮性の向上した変異体が，10‒20%
という高い割合で現れることを発見した。こうした変異体には多数のアミノ酸変異が導入
されていたが，特徴的な変異や導入部位は見られず，適応変異や復帰変異の導入も見られな
かった。一方，FoldX による安定性変化計算では，多くの変異体で安定性の低下が予測され
た。したがって，普段は不安定な状態にあるが，リガンドと結合したときに初めて安定化し，
機能するような変異体が頻出するのではないかと考えられる。また，こうした変異体は，変
異導入と最大出力に対する選択圧を与える（ONセレクション）だけで，たった 4世代のう
ちに殆どの変異体の緊縮性が向上した。このように，第二章では，遺伝子スイッチの緊縮性
を高めるために，OFF セレクション手法を開発するというよりもむしろ，転写因子を適度
に不安定化させることが有効であることを示す。 
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第三章 亢進型転写因子 AraCの不安定化による D-fucoseのアゴニスト受容化 
 第二章では，転写因子 LuxR を適度に不安定化させることによって，AHL 結合がもたら
す安定化を容易に読みだせることを示した。第三章では，大腸菌由来の亢進型転写因子
AraC を用いてこの仮説の検証を行なった。AraC の濃度変化を読み出しやすくするために，
文献に倣ってAraC の制御プロモータを改変した。この系では，AraC のコンフォメーショ
ンによらず転写が亢進されるため，緊縮性は極めて低い。一方，AraC のランダム変異ライ
ブラリの中には D-fucose にアゴニスト応答する変異体が多数含まれた。このように, 第二
章で見出した「適度な不安定化によるスイッチ性能の向上」は，様々なモチーフに起こり得
る普遍的な現象であることがわかった。 
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第四章 転写因子の融合による他入力・他出力回路の構築 
 第二章および第三章では，「ランダム変異による適度な不安定化」と「リガンド結合に伴
う安定化」によって，転写因子の構造変化によらずに機能を調節できることを示した。結合
安定化が加算的に働くことを考慮すれば，任意の転写因子の融合によって任意の分子を入
力信号とした二入力論理回路を 1 つのタンパク質で構築できるはずである。そこで第四章
では，第二章および第三章で対象とした LuxR および AraC を遺伝的に融合し，AHL と L-
arabinose の二入力論理回路を構築することを目指した。結合が加算的に働き，それが転写
亢進活性を高めることから，2つのリガンド結合があって初めて機能を示すANDゲートだ
けでなく，どちらか一方の結合で機能を示すORゲート，どちらか一方との結合だけで機能
を示す 2種類のONLY ゲートを融合タンパク質内に埋め込むことができた。さらに，入力
分子数の拡張性を調べるために，第三の転写因子，TetRも融合し，三入力論理演算の 1タ
ンパク質集積を試みたことについても，併せて報告する。 
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第五章 酵素のセンサ素子化と進化工学のための転写因子 LuxRとの融合 
 第四章では，複数の転写因子を融合することによって，各転写因子とリガンドとの結合が
融合タンパク質全体の機能を高めることを発見した。もし，結合さえすれば融合タンパク質
の機能を高められるならば，酵素と基質との結合でも適用でき，それは代謝物センサとして
利用できるかもしれない。これを確かめるために，第五章では，さまざまな生合成酵素を転
写因子 LuxR と融合した。いくつかの酵素では LuxR と融合するだけで代謝物センサとして
の振る舞いが確認され，性能不充分のモチーフに関しては進化工学を施すことによって，そ
の性能を高められた。このようにして，これまで不可視であった代謝物を可視化することに
成功し，さまざまな代謝物をモニタリングできるようになった。 
 
 
 
 
